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(57) Abstract 

Nucleotide sequences comprising the FIPV S gene or a fragment thereof, modified in at least one of the A 1 and A2 antigenic regions 
involved in the enhancement, and use of these sequences for the expression of modified proteins and the construction of recombinant viruses 
or expression plasmids. The invention also concerns the use of these recombinant viruses in the form of vaccines to produce immunity to 
feline infectious peritonitis, the use of these expression plasmids in an immunity-producing composition by directly injecting the plasmids 
into the cat, and use of these modified proteins in the form of a vaccine. 

(57) Abre*ge* 

L* invention comprend les sequences nucleotidiqucs comprenant le gene FIPV S, ou un fragment de ce gene, modifies dans Tunc 
au moins des rtgions antigdniques Al et A2 impliquees dans la facilitation, ainsi que I'utilisation de ces sequences pour rexpression de 
prolines modifies, et pour ia construction de virus recombinants ou de plasmides d'expression, et I'utilisation des virus recombinants 
comme vaccins contre la pdritonite infectieuse fdine. I'utilisation des plasmides d'expression comme composition unmunisante par injection 
directe desdits plasmides chez le chat, et I'utilisation des protdines modifiers comme vaccin. 
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VACCIN DE LA PER I TON I TE INFECTIEUSE FELINE 



Domaine de 1 ' invention 

La pr^sente invention a trait a des vaccins contre 
la Peritonite Infectieuse Feline (PIF) prepares a partir de 
la glycoproteine SPIKE <S) du virus de la PIF dont les 
Epitopes facilitants majeurs ont ete modifies par 
mutagenese. Ces vaccins permettent une protection des chats 
vaccines contre la PIF sans provoquer chez ces derniers le 
phenomene de facilitation qui conduit a une evolution 
acceleree de la maladie. 

Etat de l'art anterieur 

Le virus de la Peritonite Infectieuse Feline (FIPV 
- Feline Infectious Peritonitis Virus) est un virus a ARN 
simple brin positif, envelopp6, qui, au sein de la famille 
des Coronaviridae, appartient au groupe antigenique qui 
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comprend le coronavirus f<§lin enterique (FECV), le 
coronavirus canin (CCV), le virus de la gastroenterite 
transmissible du pore ( TGEV ) et le coronavirus respiratoire 
porcin (PRCV) (Sanchez C. et al . Virology, 1990, 174, 410- 
417). Ce virus provoque une maladie complexe et toujours 
mortelle chez les chats, connue sous le nom de Peritonite 
Infectieuse Feline (PIF). Le virus de la PIF se singularise 
au sein des coronavirus parce qu'il induit chez le chat 
1' apparition d'anticorps facilitant 1' infection par le 
virus et accelerant 1'^volution de la maladie. Des chats 
possedant des anticorps neutralisant anti-FIPV suite a une 
infection naturelle anterieure par ce virus, suite a un 
transfert passif d'anticorps ou suite a une vaccination, 
developpent tres f r^quemment une maladie beaucoup plus 
intense et beaucoup plus rapide que celle de chats 
simplement infected pour la premiere fois en 1' absence 
d'anticorps specif iques (Pedersen N. et Boyle J., Am. J. 
Vet. Res. 1980, 41, 868-876 ; Weiss R. et al . , Comp; 
Immunol. Microb. Infect. Dis. 1981, 4, 175-189 ; Weiss R. 
et al., Am. J. Vet. Res. 1980, 41, 663-671). On pense que 
la liaison des inununs complexes anticorps-virus aux 
recepteurs Fc presents a la surface des macrophages 
constitue le mecanisme qui facilite 1 ' acceleration de 
1' entree du virus dans les cellules et sa diffusion rapide 
au sein de l'organisme ( Porterf ield, J. Advances in virus 
research, 1986, 31, 335-355 ; Weiss et al . 1981). Ce 
phenomene de facilitation n'a ete observe au sein des 
coronavirus qu'avec le virus de la PIF. 

Le virus de la PIF comprend trois proteines 
structurales. La plus importante en taille est la proteine 
"SPIKE" ou spicule (S). Cette proteine S est fortement 
glycosylee et e'est elle qui induit chez le chat a la fois 
des anticorps neutralisants et des anticorps facilitants. 
Des etud s in vitro realisees avec des anticorps 
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monoclonaux neutralisants diriges contre le virus de la PIF 
ont montre que les Epitopes neutralisants majeurs sont tous 
situes sur la glycoproteine S et qu'ils correspondent, a 
un large degre, aux epitopes impliques dans le phenomene de 
facilitation (Corapi W. et al . , J. Virol. 1992, 66, 6695- 
6705 ; Olsen C. et al . , J. Virol. 1992, 66, 956-965). 

Une vaccination efficace contre la PIF doit 
conduire a 1' apparition d'anticorps neutralisants sans 
qu'il y ait induction d'anticorps facilitants. Un tel 
vaccin n'a jamais pu etre mis au point jusqu'ici. Les 
vaccins recombinants qui ne contiennent pas la 
glycoproteine S peuvent probablement fournir la meilleure 
alternative pour les vaccins PIF futurs, mais ces antigenes 
ne contribuent que partiellement a 1 'induction de la 
. reponse neutralisante contre le virus PIF. Des trois 
antigenes viraux structuraux, seule la glycoproteine S est 
capable d'induire une importante reponse neutralisante. 
Malheureusement , cette glycoproteine induit aussi 
1 'apparition concomitante d'anticorps facilitants. Malgre" 
son importance dans 1' induction d'une bonne reponse 
neutralisante (et done dans la reponse protectrice ) , la 
glycoproteine S naturelle semble jouer un r61e essentiel 
dans le phenomene de facilitation de la PIF et ne peut done 
etre utilisee pour 1' instant pour la fabrication de vaccins 
repondant aux criteres exposes plus haut. 

La localisation et la caracterisation des 
epitopes presents sur S et en particulier ceux responsables 
de la neutralisation et de la facilitation est done 
necessaire pour determiner les modifications a apporter a 
la glycoproteine S (ou au gene qui code pour cette 
proteine) pour en faire un immunogene efficace pour la 
vaccination des chats contre la PIF. 

La sequence nucieotidique et la sequence 
proteique de la glycoproteine S du virus de la PIF ont ete 
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determinees (de Groot R. et al . EP-A-0 264 979). Cette 
demande de brevet n'enseigne pas comment identifier les 
epitopes neutralisants et/ou les epitopes facilitants sur 
S. Ce document n'enseigne pas non plus comment utiliser la 
sequence de S pour fabriquer un vaccin efficace et non 
facilitant contre la PIF. 

La demande de brevet PCT WO-A-93/23421 revendique 
1 ' utilisation d'une glycoproteine S tronquee ou d'une 
sequence d'acide nucl^ique ne codant que pour une partie de 
S. En pafticulier, la region tres conservee situee a 
1' extremity carboxy-terminale de S (124 derniers acides 
amines) est revendiquee pour la preparation d'un vaccin 
"universel" contre les coronavirus. Ce document est tres 
general et n'enseigne pas comment r^aliser un vaccin PIF 
qui n'induise pas d'anticorps facilitants chez le chat. II 
en va de itieme de la demande de brevet PCT WO-A-93/23 422 
qui decrit des constructions mixtes de glycoproteine S 
chimere FECV-FIPV incluant des fragments de FIPV S 542-597, 
594-1454 ou. 651-1454. 

La demande de brevet PCT WO-A-92/08487 revendique 
1 ' utilisation de divers peptides s^lectionnes sur les 
proteines S, ou codes par les genes S, de diverses souches 
de virus FIPV ou par la sequence du gene S de FECV, a des 
fins de diagnostic, de traitement ou de prevention de la 
PIF chez le chat. En particulier, le peptide 598-615 de la 
sequence proteique de S du virus FIPV souche 79-1146 est 
revendique pour etre utilise sous la forme d'une proteine 
de fusion avec la galactokinase, proteine recombinante 
pouvant etre utilisee ensuite pour le diagnostic des 
anticorps anti-PIF chez les chats infectes ou comme vaccin 
recombinant pour induire une protection contre la PIF chez 
les chats. Bien qu'envisageant des variations dans les 
sequences des peptides revendiques, ce document n'enseigne 
pas precisement quels doivent etre les changements dans les 
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sequences proposers, et n'enseigne ni comment realiser un 
vaccin PIF non facilitant, ni quelles sont les regions de 
la glycoproteine S impliquees dans ce phenomene. 

La demande de brevet GB-A-2 282 601, publiee 
apres la date de priority de la presente demande, propose 
de realiser un vaccin a base d'une proteine S modifiee pour 
eviter la facilitation, par modification ou deletion de 
l'un au moins des sites antigeniques denommes D (correspond 
aux acides amines 496-524), Al (correspond aux acides 
amines 531-555) et A2 (correspond aux acides amines 584- 
604), de maniere a rendre ces sites antigeniquement 
inactifs. 

Des efforts importants ont ete realises pour 
identifier les sites antigeniques majeurs presents sur les 
proteines S du virus TGEV (Transmissible Gastro-Enteritis 
Virus) (Correa I. et al., J. Gen. Virol. 1990, 71, 271-279 
; Delmas B. et al . , J. Gen. Virol. 1990, 71, 1313-1323), 
BCV (Bovine CoronaVirus) (Yoo D. et al., Virology 1991, 
183, 91-98), MHV (Mouse Hepatitis Virus) ( Takase-Yoden S. 
et al., Virus Res. 1990, 18, 99-108 ; Stuhler A. et al . , J. 
Gen Virol. 1991, 72, 1655-1658) et FIPV (Corapi W. et al . , 
J. Virol. 1992, 66, 6695-6705 ; Olsen C. et al . , J. Virol. 
1992, 66, 956-965 ; Olsen C. et al . , J. Gen. Virol. 1993, 
74, 745-749). Dans tous les cas, de multiples domaines 
neutr'alisants ont ete identifies, et les domaines 
immunodominants ont ete generalement localises sur la 
partie SI de la proteine. 

Les Etudes portant specif iquement sur le virus de 
la PIF ont montre 1' existence sur la proteine S d' epitopes 
induisant a la fois une reponse neutralisante et une 
reponse facilitante vis-a-vis de 1' infection avec FIPV 
(Corapi W. et al . , J. Virol. 1992, 66, 6695-6705 ; Olsen C. 
et al., J. Virol. 1992, 66, 956-965 ; Olsen C. et al . , 'JV 
Gen. Virol. 1993, 74, 745-749). Ces memes auteurs ont 
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montre que les anticorps monoclonaux neutralisants et 
facilitants de specif icite anti-S pouvaient etre repartis 
en 6 groupes principaux selon leur capacite a reconnaxtre 
differentes souches de virus PIF et differents mutants 
resistants a la neutralisation par ces monoclonaux (mutants 
"mar" (monoclonal antibody resistant)). Toutefois, les 
epitopes correspondent aux regions antigeniques majeures 
sur FIPV S n'ont pas ete caractSrisSs . Tous les anticorps 
monoclonaux non neutralisants decrits par ces auteurs 
(Olsen C. et al . , J. Virol. 1992, 66, 956-965) sont 
egalement non facilitants dans un test de facilitation in 
vitro, ce qui renforce l'hypothese d'une relation etroite 
entre neutralisation et facilitation dans le cas du virus 
de la PIF. La facilitation de 1' infection virale par les 
anticorps survient lorsque les monocytes ou les macrophages 
sont infectes plus efficacement par les immuns complexes, 
par une endocytose dependante de recepteurs specif iques, 
que par le virus seul . Malgre toutes les etudes realisees 
sur le phenomene de facilitation dependant des anticorps, 
de nombreuses questions restent sans reponse. En 
particulier, on ne sait pas quels sont les composants 
viraux specif iques responsables de la facilitation pour 
chaque virus. Les etudes realisees jusqu'ici chez FIPV 
indiquent que la facilitation depend essentiellement 
d'epitopes presents sur S (Olsen C. et al . 1993 ; Vennema 
H. et al., J - Virol. 1990, 64 , 1407-1409 ) . 

Hohdatsu T. et al . (Arch. Virol. 1991, 120, 207- 
217) ont trouve que des anticorps monoclonaux anti-FIPV M 
pouvaient induire une facilitation de l'infection in vitro. 
Ceci n'a pas ete confirme in vivo avec les etudes realisees 
avec des recombinants vaccine/FIPV M et vaccine/FIPV N. 
L ' immunisation de chats avec ces deux recombinants n'a pas 
permis d'observer une facilitation induite par l'un ou 
1' autre de ces deux proteines (Vennema H . et al . 1990). Si 
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M et N jouent un role dans la facilitation, c'est 
certainement a un degre tres inf£rieur a celui jou£ par S. 
Au cours des etudes realis^es avec les diff£rents systemes 
viraux ou la facilitation peut etre observed, un fait 
constant a £te" mis en evidence : des epitopes individuels 
spnt capables d'induire a la fois des anticorps 
neutralisants et des anticorps facilitants. Ceci a et£ 
d£montre* pour FIPV (Corapi W. et al . , J. Virol. 1992, 66, 
6695-6705 ; Olsen C. et al . , J. Virol. 1992, 66, 956-965 ; 
Hohdatsu T. et al., Arch. Virol. 1991, 120, 207-217), pour 
le virus de la dengue (Morens D. et Halstead S., J. Gen. 
Virol. 1990, 71, 2909-2917), et pour HIV (Robinson W. Jr., 
J. Virol. 1991, 65, 4169-4176). 

Les r£sultats recents des tests realises avec des 
vaccins PIF exp£rimentaux semblent fournir 1 'argument le 
plus solide a ce jour pour l'existence d'une relation 
directe entre la facilitation observed in vitro et la 
maladie acc61£r£e in vivo chez le chat. L ' inoculation de 
chats avec des recombinants du virus de la vaccine 
exprimant . la proteine S de la souche FIPV 79-1146 
sensibilise les chats et induit apres epreuve une maladie 
accel£r£e chez les chats vaccinas par rapport aux chats 
temoins non vaccines (Vennema H. et al . , J. Virol. 1990, 
64, 1407-1409). L ' inoculation de recombinants vaccine 
exprimant soit la proteine M , soit la proteine N, n'a pas 
predispose" les chats a une maladie acc61£r£e. Ces resultats 
in vivo sont a mettre en parallele avec les resultats in 
vitro d£montrant une localisation majoritaire des epitopes 
facilitants sur S (Corapi W. et al . , J. Virol. 1992, 66, 
6695-6705 ; Olsen C. et al . , J. Virol. 1992, 66, 956-965). 
De plus, des experiences r£centes r6alis6es pour etudier 
l'efficacite d'un autre candidat vaccin pour la PIF ont 
demontre- une association statistiquement significative 
entre la capacity d'un s6rum de chat a induire une 
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facilitation in vitro et le d£veloppement chez le. meme chat 
d'une maladie acceleree (Olsen C, Vet. Microb. 1993, 36, 
1-37). 

Description de 1' invention 

La presente invention a pour objet la 
caracterisation des epitopes impliqu<§s dans la facilitation 
de l'infection par le virus de la PIF. La connaissance 
precise des structures moleculaires responsables du 
mecanisme de facilitation permet de concevoir des antigenes 
n'induisant pas 1' apparition d' anticorps facilitants. Ces 
antigenes sont les composants essentiels d'un vaccin PIF 
efficace. 

De maniere surprenante, il a ete decouvert, par 
analyse de la sequence du gene S de virus FIPV mutants 
r<§sistants a la neutralisation par des anticorps 

monoclonaux neutralisants et facilitants, ou resistants a 
des anticorps monoclonaux uniquement neutralisants et non 
facilitants, qu'il etait possible de contourner le 
mecanisme d' induction * de la facilitation par la 
glycoproteine S. Deux sites antigeniques majeurs ont 6t6 
caracterisSs avec les anticorps monoclonaux £tudi£s : Al et 
A2. Ces sites sont de maniere surprenante situes tous les 
deux dans la meme region de la protSine S. II semble que 
les anticorps fortement neutralisants et facilitants 
reconnaissent les deux sites en meme temps. Cette 
information suggere que la liaison simultanee des deux 
epitopes par un meme anticorps joue un role direct dans la 
facilitation. En effet, parallelement a cette premiere 
dSvouverte, il a 6te decouvert que les anticorps 
neutralisants, mais non facilitants, ne reconnaissent que 
le site A2. La facilitation serait done due a une 
modification conf ormationnelle par rapprochement entre les 
deux epitopes Al et A2 . La region A2 inclut les acides 
amines 637-662 sur la sequence proteique de S (De Groot R. 
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et al., J. Gen. Virol. 1987, 68, 2639-2646). La nature 
hydrophile de cette region et le fait que les 3 anticorps 
monoclonaux testes reconnaissent tous ce petit domaine 
suggerent que A2 est un epitope neutralisant dominant de la 
pr.oteane S. Par ailleurs, l'6troite homologie mise en 
evidence entre le site Al et une partie du sous-site Aa 
identifi£ sur la prot6ine S de TGEV (Gebauer F. et al . , 
Virology 1991/ 183, 225-238) suggere que Al, qui comprend 
les acides amines 562-598 doit etre egalement un important 
epitope neutralisant pour le virus FIPV. 

Le rapprochement ou la liaison simultanee, par un 
meme anticorps, des sites Al et A2 est riecessaire pour 
induire la facilitation par 1 ' interm£diaire des anticorps. 

La pr^sente invention a pour objet la 
modification par genie g£n£tique de la sequence du gene 
FIPV S dans la region des sites Al et/ou A2 , en particulier 
pour modifier l'un au moins des deux sites, de preference" 
le site Al de maniere que la prot^ine exprimee pr^sente un 
Epitope modified de telle sorte qu'elle n'induise plus 
d 'anticorps facilitants et/ou le site A2 . La region Al peut 
etre modifiee de diverses facons avec les moyens bien 
connus de 1 ' homme de l'art. On peut modifier les sites Al 
ou A2 independamment ou simultan^ment . 

La modification du site A2 peut consister en une 
modification, telle qu'une deletion totale, entrainant une 
perte d ' antigenicity du site, mais on prefere que, comme 
pour le site Al, la modification exprime un epitope modifie 
de telle sorte que la prot£ine n'induise plus d'anticorps 
facilitants . 

La region Al a une partie commune avec la region 
denommee "A2" dans la demande de brevet GB-A-2 282 601 (W0- 
A-95/07987) citee plus haut, mais contrairement a 
1' invention, celle-ci prevoit des mutations (modifications) 
ou des deletions entrainant une perte de 1 ' antigenicity de 
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la region modified ou deietee. 

L ' invention a done en particulier pour objet une 

sequence nucleotidique comprenant le gene FIPV S complet, 

presentant au moins une modification, de preference 
5 mutation et/ou deletion liroitee, dans la region 

antigenique A2 qui code pour les acides amines 637 a 662 

et/ou dans la region antigenique Al qui code pour les 

acides amines 562 a 598, a 1 'exception, au moins pour le 

site Al, d'une deletion totale ou d'une mutation ou 
10 deletion importante ayant les memes consequences qu ' une 

deletion totale, a savoir une perte de 1 ' antigenicity de la 

region modified. 

La presente demande se trouve done maintenant 

limitee a la partie de 1 ' invention qui concerne les 
15 modifications permettant de supprimer 1' induction 

d'anticorps facilitants sans supprimer 1 ' antigenicity , au 

moins pour le site Al . 

Bien entendu 1 'expression sequence nucleotidique 

comprenant le gene FIPV S complet recouvre les souches FIPV 
20 types 1 et 2 ainsi que les variants et les sequences qui 

presentent des variations secondaires, e'est-a-dire qui ne 

touchent pas a 1 ' immunogenicite de la proteine S ce qui 

couvre aussi des mutations et delations secondaires en 
, dehors des sites Al et A2 . De preference, les variations de 
25 la sequence ne doivent pas modifier la f onctionnalite de la 

glycoproteine S. 

Cela inclut done les sequences possedant un 

degre d'homologie Sieve avec les sequences pr£cedentes, y 

compris en tenant compte de la degenerescence du code 
30 genetique, cette homologie etant suffisamment elevee pour 

que le polypeptide exprime permette d'induire une 

protection vaccinale efficace. 

Par deletion limitee, on entend de' preference une 

deletion ponctuelle (correspondent a 1 acide amine) ou une 
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microdeletion (jusqu'a 6 acides amines). 

On evitera en general les mutations ou delations 
des codons codant pour les cysteines situes dans Al et A2 . 

On preferera en outre les mutations ponctuelles 
et en second lieu les delations ponctuelles (sauf Cys) aux 
mutations et delations plus etendues. 

Pour le site Al, les modifications comprennent a 
minima une mutation pour l'un au moins et, de preference, 
les deux codons codant pour Asp 568 et pour Asp 591 pour 
avoir tout autre acide amine a ces positions. A la 
condition que les acides amines 568 et 591 ne soient pas 
des Asp, tout autre acide amine dans la region 562-598 peut 
etre substitue a 1' acide amine nature 1 de la position 
consideree. 

Les modifications du site Al comprennent aussi 
les deletions limitees de cette region comprenant les 
acides amines 568 et/ou 591. 

Pour le site A2, les modifications comprennent a 
minima une mutation pour l'un au moins, et de preference, 
les trois codons codant pour Asp 643, Arg 649 et Arg 656 
pour avoir tout autre acide amine a, ces positions. Les 
modifications du site A2 comprennent aussi la deletion 
totale ou les deletions partielles de cette region 
comprenant les acides amines 643, 649 et/ou 656. 

La presente invention a encore pour objet 
1 ' utilisation des genes FIPV ainsi modifies pour 
l'expression in vitro de proteines FIPV S recombinantes et 
pour la preparation de vaccins sous-unites purifiees pour 
la vaccination des chats contre la PIF. 

La presente invention a aussi pour objet 
1 ' utilisation des genes FIPV S ainsi modifies pour la 
construction de vecteurs viraux recombinants exprimant ces 
genes modifies. Ces vecteurs viraux peuvent etre des virus 
recombinants replicatifs ou non replicatifs et plus 
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particulierement des poxvirus (exemple : virus de la 
vaccine et ses derives, canarypox virus...)/ des 
herpesvirus (herpesvirus felin en particulier), ou des 
adenovirus. 

La presente invention a pour objet la preparation 
de vaccins contre la PIF avec ces virus recombinants. 

La presente invention a encore pour objet 
1 ' immunisation de chats contre la PIF avec des plasmides 
contenant les genes FIPV S, modifies selon la presente 
invention, et places sous le controle d'un promoteur fort 
(par exemple HCMV IE, SV40, etc.) et de signaux de 
regulation pour la transcription et la traduction. Les 
plasmides se trouvent dans un vehicule susceptible de 
permettre 1' injection directe chez le chat, notamment par 
voie intramusculaire. II s'agit notamment de plasmides nus 
tels que decrits dans la demande de brevet internationale 
WO 90/11092. 

La presente invention a enfin pour objet la 
preparation de vaccins contre la PIF comprenant une (ou 
des) proteine(s) FIPV S, modifiee(s) selon la presente 
invention, de preference associee(s) a d'autres proteines 
du virus FIPV telles que par exemple la proteine M. 

Une autre solution vaccinale consiste a utiliser 
des cellules (en particulier d'origine feline) exprimant 
constitutivement la glycoproteine S selon 1 'invention. 

Exemples : 

Exemple 1 : Clonage et expression des fragments 
du gene FIPV S. 

Dans le but de localiser la region du gene FIPV S 
responsable pour la neutralisation et pour la facilitation, 
le clonag de fragments chevauchants du gene FIPV S a ete 
entrepris de maniere a exprimer ces fragments sous forme de 
prolines de fusion avec la proteine du gene 10 du phag 
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T7 . La sequence des oligonucleotides pour 1 ' amplification 
des differents fragments a ete choisie de maniere a couvrir 
1 'ensemble de la region codante du gene S en 3 grands 
fragments d'environ 1600 paires de bases (pb) et 12 sous- 
fragments plus petits d'environ 400 a 500 pb. Ces 
oligonucleotides contiennent les sites de restriction 
BamHI, Xbal ou Xhol pour faciliter leur clonage. La 
transcription reverse de l'ARN et 1 ' amplification de l'ADN 
compiementaire par une reaction d ' amplication en chaine par 
polymerase ont ete r£alis£es selon des techniques standards 
(Sambrook J. et al., Molecular Cloning : a laboratory 
manual, 2eme ed. , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, N.Y. ). L'ADN amplifie a ete dig£re par les 
enzymes appropriees et clone dans le vecteur pBluescript 
(Stratagene, La Jolla, Ca.). 

Les limites des differents fragments clones a 
partir du gene S de la souche 79-1146 du virus FIPV sont 
indiquees ci-dessous : (toutes les positions font reference 
a la sequence du gene S de la souche FIPV 79-1146 publiee 
par De Groot R. et al. (J. Gen. Virol. 1987, 68, 2639- 
2646). 



Fragment Fl 
Fragment F2 
Fragment F3 
Fragment SI 
Fragment S2 
Fragment S3 
Fragment S4 
Fragment S5 
Fragment S6 
Fragment S7 



nucleotides 
nucleotides 
nucleotides 
nucleotides 
nucleotides 
nucleotides 
nucleotides 
nucleotides 
nucleotides 
nucleotides 



70 a 1736. 

1519 a 3160 

2773 a 4428 

70--535. 

394-862. 

742-1221. 

1045-1539. 

1339-1734. 

1594-2089. 

1963-2443. 
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Fragment S8 : nucleotides 2296-2838. 
Fragment S9 : nucleotides 2743-3004. 
Fragment S10 : nucleotides 2890-3506. 
Fragment Sll : nucleotides 3352-4063. 
Fragment S12 : nucleotides 3895-4428. 

Les differents fragments FIPV clones ont ensuite 
Ste isoies des clones Bluescript par digestion NotI et 
Xhol, puis reclones dans le vecteur pTOPE-SX pour l'etape 
de transcription et de traduction in vitro. 

La construction de pTOPE-SX est decrite ci- 

dessous : 

Le plasmide pTOPE-lb(+) (Novagen) contient le 
promoteur T7 et une partie du gene 10 du phage T7 suivie 
d'un polylinker. Ce polylinker a ete entierement eiimine 
par digestion avec les enzymes de restriction Sad I et 
Xhol et remplace par le fragment SacII-XhoI de 82 pb isoie 
du polylinker contenu dans pBluescript. Un nucleotide 
suppiementaire a ete ajoute a ce fragment de maniere a 
mettre tous les fragments FIPV clones dans pBluescript en 
phase avec la phase du gene 10. Le nouveau plasmide a ete 
appeie pTOPE-SX. La transcrition et la traduction in vitro 
avec l'ARN polymerase du phage T7 des inserts contenus dans 
pTOPE-SX permet d'obtenir des proteines de fusion contenant 
260 acides amines de la proteine du gene 10 suivis des 
acides amines codes par les inserts FIPV. 

Exemple 2 : Reconnaissance des peptides FIPV S 
par les anticorps monoclonaux. 

Dans le but de localiser la region generale du 
gene S du virus FIPV responsable de la neutralisation et de 
la facilitation, des fragments chevauchants de ce gene ont 
ete clones par PCR dans le vecteur pBluescript sous la 
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forme de trois grands fragments (Fl, F2 et F3 ; figure 1) 
et de 12 petits sous-fragments (SI a S12). Ces inserts FIPV 
ont ensuite £t§ sous-clones dans le vecteur pTOPE-SX en vue 
de leur transcription et de leur traduction in vitro. 

Les reactions couplers de transcription et de 
traduction in vitro ont §te" r£alis6es en utilisant le 
systeme "TNT Reticulocyte Lysate" (Promega, Madison, WI ) 
selon la technique recommand^e par le fabricant en presence 
de 35 S-methionine (Amersham France). Pour etudier l'effet 
de la maturation post-traductionnelle des proteines , les 
reactions ont £galement ete r<§alisees en presence de 
membranes microsomales pancreatiques de chien (Promega). 
Les produits de traduction ont et£ separes par 
41ectrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS et revel^s par 
autoradiographie . 

Les essais de radio-immunoprecipitation (RIPA) 
ont 6t6 ef fectu£s en m^langeant 5^1 du melange de 
traduction de la prot^ine de fusion avec 5pl d'anticorps 
monoclonal ou de s6rum de chat dans 200 /il de tampon TNE 
Triton X-100 (NaCl 150 mM, Tris (pH 8,0) 50 mM, EDTA 5 mM, 
Triton X-100 0/1 %) et en agitant ce melange a +4*c pendant 
1 heure sous agitation. Des serums de chat positifs et 
negatifs pour FIPV ainsi qu'un monoclonal dirig£ contre les 
10 premiers acides amines de la proteine du gene 10 de T7 
(anticorps monoclonal T7 Tag, Novagen) ont 6t6 utilises 
comme controles. Les immuns complexes sont adsorbed par 
addition de 50^1 d'un conjugu6 agarose-proteine G 
recbmbinante (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) aux 
echantillons contenant les anticorps monoclonaux ou par 
addition de SOjul d'un conjugu4 agarose-prot£ine A 
recombinante (Boehringer Mannheim) aux echantillons 
contenant les scrums de chats. Les immuns complexes fix6s 
sur 1' agarose ont 6t6 centrifuges pendant: 30 s et lav6s 
deux fois en tampon RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 8,0), 
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1 % Triton X-100, 0,5 % sodium d£soxycholate , 0,1 % SDS ) et 
une fois avec le tampon Tris-Triton (10 mM Tris (pH 8,0), 
0,1 % Triton X-100). Les echantillons centrifuges sont 
ensuite separes par electrophorese . Les gels sont fixes et 
traites avec une solution d'Amplify (Amersham) et reveles 
par autoradiographie . 

Les grands fragments Fl, F2 et F3 ont une taille 
d'environ 62 kDa, ce qui donnne des prolines de fusion 
d'environ 90 kDa correspondant ef f ectivement aux tailles 
observees. Les petits fragments SI a S12 ont des tailles 
d'environ 18 kDa, ce qui donne des proteines de fusion 

d'environ 46 kDa. 

Pour optimiser les conditions de reconnaissance 
des peptides de fusion FIPV S par les anticorps 
monoclonaux, les prolines de fusion ont ete egalement 
traduites en presence de membranes microsomales de pancreas 
de chien. La glycosylation de l'extremite N-terminale de S 
(fragment Fl) se traduit par un changement de la taille de 
la proteine de fusion Fl de 90 kDa a 98 kDa ou 145 kDa 
correspondant respectivement a un accroissement de 8 ou de 
55 kDa. Une augmentation de 8 kDa est egalement observee 
pour la taille du sous-fragment SI qui passe de 48 a 54 
kDa. La taille des autres fragments FIPV S n'est pas 
modified par la traduction effectuee en presence de 
membranes microsomales. 

Les anticorps monoclonaux specifiques anti-FIPV S 
23F4.5, 24H5.4 et 18A7.4 (Corapi W. et al . , J. Virol. 1992, 
66, 6695-6705) reconnaissent le fragment F2 et le sous- 
fragment S6 qui ont en commun une sequence de 165 acides 
amines (positions 509 a 673 sur la sequence de la proteine 
3 S de la souche 79-1146 (De Groot R. et al . , J. Gen. Virol. 
1987, 68, 2639-2646). La reconnaissance du fragment F2 
n'est pas amelioree par 1 ' utilisation de provides 
traduites en presence de membranes microsomales, ce qui 
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suggere que la glycosylation n'est pas necessaire pour la 
reconnaissance des epitopes recherches. 

Exemple 3 : Sequencage des virus mutants 
resistants a Xa neutralisation par les anticorps 
monoclonaux anti-FIPV S (mutants "mar"). 

Pour localiser les sites antigeniques localises 
sur le fragment S6, la region S6 de plusieurs mutants FIPV 
mar a 6t£ amplified par PCR et clonee dans le vecteur 
pBluescript SK+ et s^quencee. La sequence des mutants mar a 
et^ etablie sur des mutants mar independents obtenus avec 
le meme monoclonal aussi bien qu'avec des clones issus 
d ' amplifications PCR ind^pendantes avec le meme mutant mar. 
La sequence de chaque clone a et^ etablie sur les deux 
birns en utilisant le kit Sequenase (Amersham) selon la 
technique recommand^e par le fabricant. 

Les sequences obtenues ont £t£ comparees avec la 
sequence homologue du virus parental 79-1146. Les mutants 
mar analyses sont les mutants identifies mar 23F4.5, mar 
18A7.4 et mar 24H5.4. Ces mutants ont 6t6 obtenus 
respectivement avec les anticorps monoclonaux 23F4.5, 
18A7.4 et 24H5.4 d^crits par C. Olsen (Olsen C. et al., J. 
Virology 1992, 66, 956-965) et W. Corapi (Corapi W. et al . , 
J. Virology 1992, 66, 6695-6705). 

Le monoclonal 23F4.5 possede un titre 
neutralisant de 20480 (Corapi, 1992) et induit une 
facilitation de 1 'infection in vitro d'au moins 100 fois le 
niveau normal (Olsen, 1992). Le mutant mar 23F4.5 presente 
des mutations aux positions 1840 et 2014 qui induisent des 
^changements d'acides amines dans la sequence de la prot^ine 
S pour les rt§sidus 591 (Asp -> Tyr) et 649 (Arg -> Gly). 
Le monoclonal 18A7 . 4 possede un titre neutralisant de 5120 
et induit une facilitation de 1 'infection in vitro d'au 
moins 100 fois le niveau normal. Le mutant mar 18A7.4 
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pr£sente des mutations aux positions 1772 et 2036 qui 
induisent des changements d'acides amines pour les residus 
568 (Asp -> Val) et 656 (Arg -> Lys). 

Le monoclonal 24H5.4 possede un titre 
neutralisant de 96 et il a la particularity de ne pas 
induire de facilitation de 1' infection (Olsen, 1992). Le 
mutant mar 24H5.4 pr«§sente une seule mutation a la position 
1996 qui induit .un changement d'acide amin6 pour le residu 
643 (Asp -> Tyr ) . 

Exemple 4 : Mutagenese du site Al. 

Le fragment central du gene FIPV S Hindlll- 
Hindlll de 1723 pb (nucleotides 1696 a 3418) est clone dans 
le vecteur pBS-SK+ pour donner le plasmide pFIPV-S2. Le 
site Al est situe sur le sous-fragment Hindlll-Sspl 
(positions 1696 a 1845) de ce fragment. Le site Al est 
mutag<§nis£ par PCR en utilisant la strat^gie suivante : 

Les oligonucleotides suivants sont synth6tises : 

OLIGO All (95 mer) (SEQ ID NO: 1) = 

5 ' ATGAAGCTTAGTGGTTATGGTCAACCC ATAGCCTCGAC ACTAAGTAACATCACACTA 
CCAATGCAGGATAACAATACTGTTGTGTACTGTATTCG 3 ' 

OLIGO A12 (88 mer) (SEQ ID NO: 2) * - 

5 ' AAAAATATTGTACCATAAAGAACTTTTGCAAGTGG AATGAACATAAACTGAGAATTG 
GTTAGAACGAATACAGTACACAACAGTATTG 3 ' 

OLIGO A13 (20 mer) (SEQ ID NO: 3) = 

5 ' ATGAAGCTTAGTGGTTATGG 3 ' 

OLIGO A14 (20 mer) (SEQ ID NO: 4) = 
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5 ' AAAAATATTGTACCATAAAG 3 ' 

Les oligonucleotides All et A12 sont hybrides 
5 entre eux grace a leur sequence complementaire commune de 
23 paires de bases. L'hybride ainsi obtenu sert alors, 
apres elongation de ses extremites 3 ' , de matrice pour une 
reaction PCR utlisant les oligonucleotides A13 et A14. 
Cette reaction d ' amplification par PCR permet d'obtenir un 
10 fragment de 159 pb. Ce fragment est alors digere avec les 
enzymes de restriction Hindlll et Sspl pour produire un 
fragment Hindlll-Sspl de 149 pb (fragment A). Ce fragment 
contient le site Al modifie a deux positions (Val au lieu 
de Asp a la position 568 et Tyr au lieu de Asp a la 
15 position 591). Le plasmide pFIPV-S2 est digere par Hindlll 
et digere partiel lenient par Sspl pour isoler le fragment 
Sspl-Hindlll de 1569 pb (fragment B) par Geneclean (BI0101 
Inc., La Jolla, Ca.). Le vecteur pBS-SK+ est digere par 
Hindlll et dephosphoryle pour produire le fragment C (2960 

20 P b >' 

Les fragments A, B et C sont alors ligatures 
ensemble pour produire le plasmide pFIPSAl*. Ce plasmide 
contient le fragment Hindlll-Hindlll du gene FIPV S modifie 
pour deux acides- -amines- -du- site Al- - ... ' - 

25 Le gene FIPV S est ensuite reconstitue en 

remplacant par simple clonage le fragment Hindlll-Hindlll 
naturel (positions 1696 a 3418) par le fragment Hindlll- 
Hindlll contenu dans le plasmide pFIPSAl*. Le g/ene complet 
FIPV S modifie au site Al peut alors etre utilise pour les 

30 constructions de plasmides d' expression ou de virus 
recombinants. 

Exemple 5 : Mutagenese du site A2. 

Les oligonucleotides suivants sont synth^tis6s : 
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OLIGO A21 (20 mer) (SEQ ID NO: 5) = 
5' GG AC AATATTTTTAATCAAG 3/ 

5 

OLIGO A22 (36 mer) (SEQ ID NO: 6) 
5 ' TTTAACAACCTGCTCATTGGTTCCTGTACGTGCAGC 3 ' 
1Q OLIGO A23 (36 mer) (SEQ ID NO: 7) = 

5 ' AAGTTTTATGTTGCTGCACGTACAGGAACCAATGAG 3 ' 
OLIGO A24 (20 mer) (SEQ ID NO: 8) = 

15 

5 ' ATCACTAACATTTTTAAAGC 3 ' 

Une reaction PCR ( PCR A) est realisee avec les 
oligonucleotides A21 et A22 et avec le plasmide pFIPV-S2 

2Q comme matrice pour synthetiser un fragment PCR de 199 pb 
( fragment A) * 

Une reaction PCR (PCR B) est realisee avec les 
oligonucleotides A23 et A24 et avec le plasmide pFIPV-S2 
comme matrice pour donner un fragment PCR de 273 pb 

25 (fragment B). 

Les fragments PCR A et B sont hybrid^s entre eux 
grace a leur region complementaire de 46 pb et le produit 
de cette hybridation, apres Elongation des extremit£s 3 ' , 
est amplifiS par une reaction PCR (PCR C) avec les 

3Q oligonucleotides A21 et A24 pour donner un fragment PCR de 
424 pb. Ce fragment PCR est alors dig<§r£ par Sspl et Dral 
pour donner le fragment de restriction Sspl-Dral de 402 pb 

( fragment C ) . 

Le plasmide pFIPV-S2 est digere par Hindlll et 
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Sspl pour isoler le fragment Hindi I I-Sspl de 149 pb 

( fragment D) . 

Le plasmide pFIPV-S2 est digere par Hindlll et 
Dral pour isoler le fragment de restriction Dral-Hindlll 
de 1170 pb (fragment E). Le vecteur pBS-SK+ est digere par 
Hindu I et dephosphoryl£ pour donner le fragment F (2960 
pb). 

Les fragments C, D, E et F sont ligatures 
ensemble pour donner le plasmide pFIPSA2*. Le fragment 
central Hindlll-Hindlll 1723 pb du gene FIPV S contenu dans 
pFIPSA2* possede un site A2 modifi£ au niveau de 3 acides 
amines (Tyr au lieu de Asp a la position 643, Gly au lieu 
de Arg h la position 649, et Lys au lieu de Arg a la 
position 656 ) . 

Le gene FIPV S est ensuite reconstitue en 
remplacant par simple clonage le fragment Hindlll-Hindlll 
naturel (positions 1696 a 3418) par le fragment Hindlll- 
Hindlll contenu dans le plasmide pFIPSA2*. Le gene complet 
FIPV S modifie au site A2 peut alors etre utilise pour les 
constructions de plasmides d'expression ou de virus 
recombinants. 

Exemple 6 : Mutagenese des sites Al et A2. 
Les fragments A (exemple 4), C et E (exemple 5) 
sont - ligatures avec le vecteur pBS-SK+, prealablement 
digere par Hindi I I et d^phosphoryle , pour donner le 
plasmide pFIPSAl*A2*. Le fragment central Hindlll-Hindlll 
1723 pb du gene FIPV S contenu dans pFIPSAl*A2* pr^sente 2 
changements d' acides amines au niveau du site Al (voir 
exemple 4 ) et 3 changements d' acides amines au niveau du 
site A2 (voir exemple 5). 

Le gene FIPV S est ensuite reconstitue en 
remplacant par simple clonage le fragment Hindlll-Hindlll 
naturel par le fragment Hindlll-Hindlll 1723 pb contenu 
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dans pFIPSAl*A2*. Le gene complet FIPV S comprenant des 
modifications au niveau des sites Al et A2 peut alors etre 
utilise pour la construction de plasmides d'expression ou 
de virus recombinants. 

Exemple 7 : Construction de deletions au niveau 
des sites Al et A2. 

Selon la strategie de clonage decrite 
prec£demment (mutagenese par utilisation de reactions PCR) , 
des deletions respectant la phase de lecture du gene FIPV S 
peuvent etre introduites au niveau des sites Al et/ou A2 . 
Selon le mdme schema que decrit precedemment {voir exemple 
6), on peut construire un fragment central Hindi I I— Hindi I I 
du gene FIPV S presentant une deletion dans le site Al 
et/ou une delation dans le site A2 . 
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REVEND I CATIONS 

1. Sequence nucleotidique comprenant le gene FIPV 
S, presentant au moins une modification 

- dans la region antigenique Al qui code pour les acides 
amines 562 a 598 de maniere que la proteine exprimee 
presente un epitope modifie de telle sorte qu'elle 
n'induise plus d'anticorps facilitants, et/ou 

- dans la region antigenique A2 qui code pour les acides 
amines 637 a 662 de maniere que la proteine exprimee 
n'induise plus d'anticorps facilitants. 

2. Sequence nucleotidique selon la revendication 
1, caracterisee en ce que la modification dans la region 
antigenique A2 est telle que la proteine exprimee presente 
un epitope modifie de telle sorte qu'elle n'induise plus 
d'anticorps facilitants. 

3. Sequence nucleotidique selon la revendication 
1 ou 2, comprenant une mutation dans l'un au moins des 
codons codant pour Asp 568 et Asp 591. 

4. Sequence nucleotidique selon 1 ' une des 
revendications 1 a 3, comprenant une deletion de l'un au 
moins des codons codant pour les acides amines 568 et 591. 

5. sequence nucleotidique selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 4, comprenant une deletion incluant 
l'un au moins des codons codant pour les acides amines 568 
et 591. 

6. sequence nucleotidique selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 5, comprenant une mutation dans l'un 
au moins des codons codant pour Asp 643, Arg 649 et Arg 
656 . 

7. sequence nucleotidique selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 5, comprenant une deletion de l'un 
au moins des codons codant pour les acides amines 643, 649 
et 656. 

8. sequence nucleotidique selon la revendication 



WO 96/06934 



PCT/FR95/01128 



24 

7, comprenant une delation incluant l'un au moins des 
codons codant pour les acides amines 643, 649 et 656. 

9. Polypeptide exprime par l'une des sequences 
selon les revendications 1 & 8. 
5 10. Utilisation des sequences selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 8 pour la construction de 
virus recombinants ou de plasmides d ' expression. 

11. Vaccin comprenant un virus recombinant 
exprimant une sequence nucldotidique selon l'une des 
10 revendications 1 a 8 pour la vaccination des chats contre 
la peritonite infectieuse feline. 

12. Composition pour la vaccination contre la 
peritonite infectieuse feline comprenant une preparation de 
plasmides d' expression contenant une sequence selon l'une 
15 des revendications 1 a 8 dans un ve\hicule susceptible de 
permettre 1' injection directe desdits plasmides chez le 
chat. 

13. Vaccin comprenant au moins une prot^ine FIPV 
S modifiee sous forme du polypeptide selon la revendication 
20 9. 
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RHONE MERIEUX 

DARTEEL Raphael - CORAPI Wayne - AUDONNET Jean-Chris tophe - 
Francis - CHAPPUIS Gilles-Emile 

L ' invention comprend les sequences nucl£otidiques 
comprenant le gene FIPV S, ou un fragment de ce gene, 
modifiers dans l'une au moins des regions antig^niques Al 
et A2 impliqu6es dans la facilitation, ainsi que 
1 'utilisation de ces sequences pour 1' expression de 
prot^ines modifiers, et pour la construction de virus 
recombinants ou de plasmides d ' expression, et 1 ' utilisation 
des virus recombinants comme vaccins contre la p^ritonite 
infectieuse feline, 1 * utilisation des plasmides 
d' expression comme composition immunisante par injection 
directe desdits plasmides chez le chat, et 1 'utilisation 
des prot^ines modifiers comme vaccin. 
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